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論文内容の要旨
学習と記憶はヒトの柔軟な精神活動を営む基盤であ
り，学習・記憶のメカニズムの解明は人類共通の命題で
ある。ここ 20年で学習・記憶の分子機構の解析は進展
を遂げているが，我々の学習・記憶能力が決定されるメ
カニズムは未だ不明である。
転写因子 cAMP responsive element binding protein
（CREB）は記憶形成を司る中心的分子である。CREB
は 133番目のセリン残基（S133）をプロテインキナー
ゼ A（PKA）及びカルシウム/カルモジュリン依存性キ
ナーゼ IV（CaMKIV）にリン酸化されることで活性化
型となり，コアクチベーターである CREB binding pro-
tein（CBP）と相互作用し，応答配列 cAMP response
element（CRE）を介して，記憶制御に関わる遺伝子群
の転写を活性化させる。所属研究室における解析から，
CREB不活性化（loss of function）を誘導した変異型マ
ウスでは記憶形成に障害が観察され，一方，リン酸化模
倣型の恒常的 CREB活性型変異体（CREB DIEDML）
を前脳領域で発現する DIEDMLマウスでは，CREB恒
常的活性化（gain of function）により記憶形成が向上
したことから，CREBが記憶形成を正に制御すること
が明らかとなった。さらに興味深いことに，DIEDML
マウスでは，学習後の転写活性化を必要としない短期記
憶までもが向上していることが明らかとなり，CREB
が間接的に短期記憶制御に役割を果たすことが示唆され
た。以上の背景から，本研究では，CREB が記憶能力
のみならず，学習能力まで決定するとの仮説を立て，
DIEDMLマウスにおける CREB活性化による学習能力
制御機構を，行動学的手法と脳透明化技術を利用したイ
メージング手法を用いてこの仮説を検証し，学習能力決
定機構を解明することを目的とした。
1． 行動学的手法を用いた CREB情報伝達系の恒常的
活性化が学習能力に与える影響の解析
現在までの解析では，恐怖条件付け文脈学習課題，音
恐怖条件付け学習課題，並びに社会的認知記憶課題など
において DIEDMLマウスは顕著な短期記憶と長期記憶
の向上を示している。しかし，これらの学習課題では，
野生型マウスであろうとも，単回学習（一回のトレーニ
ング）により記憶が形成されてしまうため，学習能力を
評価することは困難である。そこで本研究では，より学
習の難易度が高い課題を用いて DIEDMLマウスの学習
能力を評価した。
1-1． 痕跡恐怖条件付けを用いた DIEDMLマウスの恐
怖関連付け学習能力の解析
時間間隔を空けずにブザー音の後に電気ショックを与
える音恐怖条件付け課題では，マウスは単回学習で記憶
を形成する。しかし，時間間隔を空けて提示される音と
電気ショックの関連を学習させる痕跡恐怖条件付け課題
（Trace fear conditioning ; TFC）では，関連付け学習
の難易度が高く，繰り返しの学習が必要とされる。そこ
で，この課題を用いて，DIEDMLの学習能力を解析し
た。マウスを電気ショックチャンバーに入れ，80秒後
に 70dBのブザー音を 10秒間提示した。音の提示終了
から 30秒の時間的間隔（trace）を空けて電気ショック
を与えた。その後 320秒の間隔（inter-trial interval ;
ITI）を空けて，再びブザー音と電気ショックのペアリ
ングを提示する一連の工程（tone-trace-shock-ITI）を
8試行繰り返し，この過程におけるすくみ反応を示す時
間の割合（freezing）を測定した（トレーニング）。さ
らに，トレーニングの 24時間後，マウスをトレーニン
グ時とは異なるチャンバーに入れ，80秒後からトレー
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ニング時と同じ音を 10秒間 350秒間隔（ITI）で計 8回
提示し，freezingを測定した（テスト）。
強い電気ショック（0.2mA）で条件付けを行った場
合，トレーニングにおいて条件付けの回数を重ねるにつ
れて，DIEDMLマウスと野生型マウスが示す freezing
は同程度上昇し，両群が音と電気ショックの関連を同様
に学習したことが示された。また，テストにおいても両
群の間で freezingに差異は観察されなかった。しかし，
弱い電気ショック（0.05mA）で条件付けを行い，音と
電気ショックの条件付けの難易度を高めた場合，トレー
ニングにおいて，DIEDMLマウスは単回の条件付けで
痕跡恐怖条件付けの学習が成立し，数回の条件付け後に
は野生型マウスにおいて観察された最大レベルの freez-
ingに達した。一方，野生型マウスでは，単回の条件付
けでは学習できず，徐々に freezingの増加が観察され
た。従って，DIEDMLマウスは野生型マウスよりも早
く条件付けを学習したことが示された。一方，テストに
おいても，DIEDMLマウスは野生型よりも高い freez-
ingを示し，過去の解析結果に一致して，長期記憶の向
上が観察された。以上より，DIEDMLマウスは高い学
習能力を示すことが示唆された。
1-2． 遅延場所合わせ課題を用いた DIEDMLマウスの
空間学習能力の解析
モリス水迷路課題では，連日トレーニングを施し，マ
ウスに空間記憶を形成させるが，この場合には，連日の
学習後に空間記憶が徐々に強化されるため，高い記憶能
力を示すマウスは速く空間記憶を形成する。そこで，12
日間（Day1∼Day12）毎日異なる位置にプラットフォー
ムを設置して，異なる場所に設置されたプラットフォー
ムの位置を毎日学習しなければいけない遅延場所合わせ
課題を用いて，DIEDMLマウスの空間的な学習能力を
評価した。Day1 から Day12までの連日，プール内の
12の設置候補箇所からランダムな一箇所にプラット
フォーム（platform）を設置し，さらにプールのへりの
ランダムな位置からマウスを水中に放し，platformに
たどり着くまでの時間（escape latency）を測定した
（トレーニング）。トレーニングは 1日 4回行い（trial
1-4），trial 1と 2，trial 3と 4の間はそれぞれ 60秒
間，trial 2と 3の間は 2時間の間隔を空けて実施した。
Day1から Day12にかけて学習が徐々に困難になるよう
に，Day1-3（Block1）では，目印となる高さ 10cm の
旗を立てた直径 9cm の visible platform を用いて，
Day4-6（Block2），Day7-9（Block3）では旗を立てて
ない直径 9cmの invisible platformを用いて，Day10-
12（Block4）では旗を立ててない直径 6cmの invisible
platformを用いてトレーニングを実施した。
DIEDMLマウスは Block 1から Block 3のトレーニ
ングでは野生型マウスと同程度の escape latencyを示
した。しかし，プラットフォームの位置をより正確に学
習することを要求される Block 4では，DIEDMLマウ
スは trial 2以降において野生型マウスよりも有意に短
い escape latencyを示した。この結果に一致して，tri-
al 1と trial 2の escape latencyの差（saving time）を
算出したところ，Block 4においてのみ，DIEDML マ
ウスは野生型マウスよりも有意に大きい saving timeを
示した。以上のように，この課題においても，DIEDML
マウスは野生型マウスよりも速く，また，正確にプラッ
トフォームの位置を学習したことが示唆された。
1-3． 結論及び考察
以上より，DIEDMLマウスは野生型マウスよりも高
い学習能力を示すことが明らかとなり，CREBの活性
状態が学習能力を決定することが強く示唆された。
2． CREB情報伝達系の恒常的活性化が神経細胞形態
に与える影響の解析
恐怖条件付け文脈学習課題を代表とする単回学習には
海馬 CA3領域のニューロンから CA1領域のニューロン
に向けた投射による神経回路が重要であり，一方，痕跡
恐怖条件付け学習課題及び遅延場所合わせ課題などの時
間的関連付け学習課題には，嗅内皮質第Ⅲ層（ECIII）
から CA1領域のニューロンに向けた投射による神経回
路が重要であることが報告されている。そこで，単回学
習記憶と時間的関連付け学習の両方の向上が観察された
DIEDMLマウスでは，海馬 CA1ニューロンの機能が向
上している可能性が考えられた。一方，ニューロンの樹
状突起上にはスパインが存在し，興奮性シナプスの後膜
を形成している。重要な点として，樹状突起の形態と樹
状突起スパインの形状及び数，すなわちニューロンの構
造的可塑性（structural plasticity）が学習・記憶能力
に強く影響を及ぼすことが示唆されている。また，海馬
CA1ニューロンの樹状突起は，CA3領域からの投射を
受ける基底樹状突起（basal dendrite）及び尖端樹状突
起（apical oblique dendrite）と，ECIII からの投射を
受ける房状分枝（apical tuft dendrite）で構成されてい
る。以上の背景から，DIEDML マウスの海馬 CA1
ニューロン樹状突起を形態学的にイメージング解析する
ことで，樹状突起形態の観点から DIEDMLマウスで観
察された学習能力向上機構の理解を試みた。樹状突起の
イメージング解析には，ニューロン特異的に蛍光タンパ
ク質 Green Fluorescent Protein（GFP）を発現し，
─ 20 ─
ニューロン形態が可視化され，蛍光イメージングを可能
とする Thy1-GFPトランスジェニックマウス（GFPマ
ウス）を入手して，GFP マウスと DIEDML マウスを
交配した DIEDML/GFPダブルトランスジェニックマ
ウス（DIEDML/GFPマウス）を用いた。
2-1． 生体組織透明化法（CLARITY）を用いた CREB
DIEDMLマウス海馬 CA1ニューロン樹状突起形態のイ
メージング解析
CLARITY法を用いて脳切片を透明化し，共焦点顕微
鏡を用いた蛍光連続断層画像から 1個のニューロンの
3D画像を取得し，樹状突起形態を網羅的に解析した。
3D 解析ソフトウエアを用いた樹状突起形態解析の結
果，DIEDML（DIEDML/GFP）マウスの CA1ニュー
ロンは，コントロール（GFP）マウスに比較して，有
意に多い樹状突起分枝数を示し，より複雑な形状を示す
ことが明らかになった。従って，CREB の恒常的活性
化により樹状突起形態の複雑化が導かれることが示唆さ
れた。
2-2． CREB DIEDML マウス海馬 CA1ニューロン樹
状突起スパインの形態学的および生化学的解析
凍結脳切片を作製し，共焦点顕微鏡を用いて樹状突起
のスパイン密度（樹状突起単位長さあたりのスパイン
数）を解析した。その結果，DIEDML/GFPマウスの海
馬 CA1ニューロンでは，basal dendrite，apical obli-
que dendrite，apical tuft dendriteにおいて GFPマウ
スに比較してスパイン密度が有意に増加していた。さら
に，スパインをその形態と大きさに基づいて mush-
room 型スパイン，thin 型スパイン，stubby 型スパイ
ンに分類して比較した結果，DIEDML/GFP マウスで
は，basal dendrite，apical oblique dendrite において
全ての型のスパインが増加していた。一方，DIEDML/
GFPマウスの apical tuft dendriteでは thin型スパイ
ンと stubby型スパインが増加していた。
さらに，機能的スパインのマーカーと捉えられている
タンパク質 Homer1に着目し，スパインの性状を生化
学的特性から解析した。まず，本研究で使用する抗
Homer1抗体の有効性を検討した。超解像蛍光顕微鏡
（STORM）を用いたイメージング解析から，GFPマウ
スの海馬 CA1ニューロンの樹状突起スパインの頭部に
Homer1が円盤状に配置されている微細（超分子）構造
が観察され，本抗体によりスパインに局在する Homer1
が検出可能であることが明らかとなった。次に，
Homer1の有無でスパインを分類した結果，DIEDML
マウスの basal dendrite と apical oblique dendrite で
は Homer1陽性のスパインが，一方，apical tuft den-
driteでは Homer1陰性のスパインが増加しており，各
樹状突起領域で観察されたスパイン密度の増加は
Homer1陽性あるいは陰性のスパインの増加を反映して
いることが明らかとなった。
2-3． 結論及び考察
DIEDMLマウスの海馬 CA1ニューロンでは樹状突起
が複雑化し，樹状突起スパインが増加していることが示
され，これら樹状突起の形態変化，すなわち，構造的可
塑性の向上により，学習能力の向上が導かれる可能性が
示された。興味深いことに，CA3領域からの投射を受
け単回学習を司る basal dendriteと apical oblique den-
driteではスパインの構造に関わらず Homer1陽性のス
パインが増加しているのに対して，ECIIIから投射を受
け時間的関連付け学習を司る apical tuft dendriteでは
Homer1陰性の thin型と stubby型スパインが増加して
いた。以上のような樹状突起の領域特異的な形態変化が
それぞれの樹状突起が司る学習能力を決定している可能
性も示唆された。
3． CaMKIV 過剰発現マウスの学習能力及び海馬
ニューロンの解析
カルシウム/カルモジュリン依存性キナーゼ IV
（CaMKIV）は Ca2＋情報伝達経路下流において CREB
リン酸化酵素として機能する。所属研究室において作成
された CaMKIV を前脳領域で過剰発現する CaMKIV
マウスは，長期記憶の向上を示すものの，DIEDMLマ
ウスとは異なり，正常な短期記憶を示すことが明らかと
なっている。そこで，CREB 情報伝達系の gain of
functionと学習能力及びスパイン形態の相関性をさら
に検証するため，CaMKIV マウスを DIEDML マウス
と同様に解析した。痕跡恐怖条件付け課題において，
CaMKIVマウスはトレーニングでは野生型マウスと同
程度の freezingを示し，一方，トレーニング 24時間後
のテストでは野生型マウスよりも有意に高い freezing
を示した。従って，過去の結果と一致して，CaMKIV
マウスは長期記憶の向上を示すものの，野生型マウスと
同程度の学習能力を示すことが示唆された。さらに，樹
状突起スパインの形態解析の結果，全ての樹状突起領域
においてスパイン密度の変化は観察されなかった。以上
の結果から，CREB情報伝達経路の gain of functionが
導かれているものの，学習能力に向上が観察されない
CaMKIVマウスでは，スパイン形態にも変化が観察さ
れないことが示された。従って，CREB 情報伝達経路
が強く恒常的活性化されている場合にのみ（DIEDML
マウスにおいてのみ），学習能力と樹状突起の構造的可
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塑性との両者の向上が観察されることが示唆された。
4． in vivo Ca2＋ imagingを用いた学習能力向上機構
の生理学的解析の試み
ここまでの解析から，DIEDML マウスは海馬 CA1
ニューロンの構造的可塑性の向上を原因として高い学習
能力を示す可能性が示された。そこで，DIEDMLマウ
スにおけるニューロンの構造的可塑性と学習能力との因
果関係をさらに検証するために，in vivoイメージング
解析により，DIEDMLマウスの海馬 CA1ニューロンの
生理学的特性の解析を試みている。Ca2＋指示薬 GCa
MP6fをシナプシンプロモーター制御下で発現するアデ
ノ随伴ウイルス（AAV1-Syn-GCaMP6f）を海馬に感染
させた後に，脳搭載型小型蛍光顕微鏡をマウス頭部に取
り付け，GCaMP6fが発する蛍光変化をモニターするこ
とで，Ca2＋イメージングによるニューロン活性の変化
を測定した。現在，環境変化に対する海馬 CA1ニュー
ロン活性の変化を解析しており，まず，ホームケージ
（HC）において 10分間，その後，新規環境（オープン
フィールド ; OF）に 10分間，再度 HCに 10分間マウ
スを移して Ca2＋イメージングを実施し，その間の
ニューロン活性を測定した。さらに，4日後にも同様に
Ca2+イメージングを実施した。その結果，HCと OF滞
在時の間で，ニューロンの活性自体には差異は観察され
なかったものの，4日後に OFに 2度目に置かれた場合
には，1度目に活性化されたニューロン集団が再び活性
化されること，すなわち，OFでは同一のニューロン集
団の活性が高まることが明らかとなった。以上から，脳
搭載型小型蛍光顕微鏡を用いた Ca2＋イメージング系が
確立され，今後，この in vivo Ca2＋イメージング系を
用いた DIEDMLマウスの解析が可能となった。
5． 総 括
本研究の成果により，CREBの恒常的活性化によっ
て，ニューロン形態が複雑化され，学習能力向上が導か
れる機構の存在が示唆された。本論文では，特に学習能
力と樹状突起の構造的可塑性の関連性にフォーカスして
解析を進めたが，今後，in vivo Ca2＋イメージング系を
用いることで，CREB活性化がニューロンに与える機
能的変化も生理学的に解析され，CREB活性化による
学習能力向上のメカニズムの実体が明らかにされること
を期待したい。
審査報告概要
本研究では，行動学的手法と，脳透明化技術を利用し
たイメージング手法を用いて，転写因子 CREBによる
学習能力制御機構を解析した。恒常活性化型 CREB変
異体（CREB DIEDML）を前脳領域で発現する変異型
マウス（DIEDMLマウス）は野生型マウスに比べて有
意に高い学習能力を示したことから，CREB恒常的活
性化は，記憶形成のみならず，短時間で学習する能力を
向上させることが初めて明らかとなった。次に，ニュー
ロン特異的に蛍光タンパク質（GFP）を発現する
Thy1-GFPマウスを用いた脳透明化（CLARITY法）に
よる 3次元的ニューロンイメージング解析の結果，
DIEDMLマウスの海馬 CA1ニューロンでは，樹状突起
の複雑化と樹状突起スパインの密度の有意な増加が観察
された。さらに，脳搭載型蛍光顕微鏡を用いて，カルシ
ウムイオン指示薬 GCaMPを用いたニューロン活性の
リアルタイムイメージング系の確立も行った。以上の研
究成果から，CREB の恒常的活性化により，ニューロ
ン形態が複雑化され，学習能力向上が導かれる機構の存
在が示唆された。
主査および副査から審査報告がなされ，専攻内可否を
審議した。その結果，学位請求者の経歴や学術業績が学
位記申請の要項を満たしていること，外国語を含む最終
試験に合格していること，学位請求論文の研究内容や発
表会での質疑応答の内容が十分であることが認められ
た。よって，審査員一同は博士（バイオサイエンス）の
学位を授与する価値があると判断した。
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